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ВЛИЯНИЕ СОЛЕВОГО СТРЕССА НА ХАРАКТЕР РОСТА И 
СОДЕРЖАНИЕ ФОТОСИНТЕТИЧЕСКИХ ПИГМЕНТОВ В 
АЛЬГОКУЛЬТУРЕ ACUTODESMUS DIMORPHUS (CHLOROPHYTA) 
Исследовано влияние солевого стресса на рост, накопление биомассы и содержание 
фотосинтетических пигментов в альгокультуре пресноводной зеленой водоросли 
Acutodesmus dimorphus (Turpin) P.M. Tsarenko. Показано, что при внесении в 
культуральную среду хлорида натрия рост микроводоросли в фазе активного роста 
культуры замедлялся, количество хлорофиллов a и b уменьшалось. С увеличением 
концентрации соли и продолжительности культивирования содержание 
каротиноидов возрастало. Рост количества каротиноидов отмечен на 18-е сутки 
культивирования при всех исследованных концентрациях соли, а максимальные их 
значения наблюдали при содержании 0,75% NaCl в среде культивирования.  
К л ю ч е в ы е  с л о в а : Acutodesmus dimorphus, солевой стресс, хлорофиллы a и b, 
каротиноиды 
Введение 
Одним из главных экологических факторов, лимитирующих рост и 
продуктивность большинства растений, является засоление. Высокое 
содержание солей в среде приводит к повреждению клеточных мембран, 
подавлению активности ферментов, нарушению таких жизненно 
важных функций, как клеточное деление, ассимиляция углерода, 
метаболизм белков и нуклеиновых кислот, снижению интенсивности 
дыхания, накоплению токсичных продуктов в клетках (Балнокин, 
Строганов, 1985; Sudhir, Murthy, 2004; Gupta, Huang, 2014). Водоросли 
под воздействием неблагоприятных факторов окружающей среды форми- 
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руют клеточные и молекулярные механизмы адаптации, включающие 
также синтез физиологически активных веществ (каротиноидов, 
витаминов, фитогормонов), ценных для промышленной биотехнологии 
(Hu, 2004; Cardozo et al., 2007; Romanenko et al., 2015, 2016). 
Галофильные водоросли, адаптированные к существованию в среде 
с высоким содержанием солей (> 40‰), а также галотолерантные, 
живущие в пресных водоёмах, для защиты от солевого повреждения и 
сохранения жизнеспособности синтезируют ряд вторичных метаболитов, 
обеспечивающих сбалансированность внутриклеточного осмотического 
давления по отношению к влиянию окружающей среды (Richmond, 
1986). У пресноводных микроводорослей засоление является одним из 
индукторов, запускающих синтез биологически активных веществ (Sibi 
et al., 2015). Показано, что у галофильных зеленых водорослей рода 
Dunaliella Teodor. солевой стресс способствует повышению внутри-
клеточного содержания липидов, глицерина, пролина, глицин-бетаина, 
сахаров, β-каротина, токоферолов и аскорбиновой кислоты, а также 
влияет на биосинтез отдельных стрессовых белков (Sadka et al., 1991; 
Fisher et al., 1994; El Baz et al., 2002; Jahnke, White 2003; Takagi et al., 
2006; Goyal, 2007; Mishra et al., 2008). Установлено стимулирующее 
воздействие солевого стресса на биосинтез липидов у Chlamydomonas 
nivalis (F.A. Bauer) Wille, Acutodesmus obliquus (Turpin) E. Hegew. & 
Hanagata, Botryococcus braunii Kütz., Ankistrodesmus falcatus (Corda) Ralfs и 
Chlorella vulgaris Beij. (Ranga Rao et al., 2007; Kalita et al., 2011; Duan et 
al., 2012; Kaewkannetra et al., 2012; Lu et al., 2012; Ruangsomboon, 2012). 
У зеленых водорослей Chlorella zofingiensis Dönz, Haematococcus pluvialis 
Flot., Chlorococcum sp. и B. braunii солевой стресс индуцировал 
образование вторичных каротиноидов — астаксантина и кантаксантина 
(Kobayashi et al., 1997; Masojídek et al., 2000; Del Campo et al., 2004; 
Pelah et al., 2004; Ranga Rao et al., 2010). Гиперсинтез липидов и 
каротиноидов при солевом стрессе отмечен также у синезеленой 
водоросли Arthrospira fusiformis (Voronikhin) Komárek & J.W.G. Lund 
(Rafiqul et al., 2003).  
Acutodesmus dimorphus — пресноводная ценобиальная зеленая 
водоросль из семейства Scenedesmaceae, представители которого из-за 
способности накапливать значительное количество липидов и углеводов 
в стрессовых условиях являются перспективными продуцентами для 
производства биотоплива (Chokshi et al., 2015; La et al., 2016). Вид 
способен к интенсивному росту в различных типах сточных вод (Doria 
et al., 2012; Mata et al., 2012). Применение клеточного экстракта и 
биомассы A. dimorphus в качестве биоудобрения положительно влияет на 
прорастание семян томата (Garcia-Gonzalez, Sommerfeld, 2016). 
Полученные на сегодняшний день данные свидетельствуют о 
значительном биотехнологическом потенциале микроводоросли, при 
этом характер изменений пигментного комплекса на фоне экзогенного 
воздействия различных концентраций хлорида натрия в альгокультуре  
A. dimorphus остается неисследованным. 
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Получение каротиноидов является перспективным направлением 
современной биотехнологии. Они используются в качестве кормовых 
добавок при выращивании лососевых рыб, являются провитаминами и 
эффективными антиоксидантами, препятствуют возникновению и 
развитию возрастных дегенеративных и онкологических заболеваний 
(Nishino et al., 2009). Учитывая то, что солевой стресс способен 
индуцировать синтез каротиноидов у отдельных видов микроводорослей 
(Masojídek et al., 2000; Pelah et al., 2004; Ranga Rao et al., 2010), целью 
нашей работы стало изучение влияния различных концентраций NaCl 
на характер роста и особенности аккумуляции фотосинтетических 
пигментов в альгологической культуре Acutodesmus dimorphus. 
Материалы и методы 
Для исследований мы использовали альгологически чистую культуру 
Acutodesmus dimorphus (штамм IBASU-A 251). Водоросли выращивали в 
конических колбах объемом 1000 мл на среде Буррелли (Борисова и др., 
2014). Объем среды культивирования составлял 500 мл, начальная 
численность клеток 1,8–2,3·105/мл. Культивирование проводили при 
температуре +25–26 оС, двустороннем освещении (2 клк) с 
чередованием фотопериода 16 : 8 (день : ночь). Культуру постоянно 
продували стерильным воздухом, а на 15-е сутки (численность клеток 
2,7–2,9·106/мл) её подвергали воздействию солевого стресса. В колбы 
вносили раствор NaCl в концентрациях 0,25; 0,5; 0,75; 1 и 1,5%, после 
чего альгологическую культуру переводили на круглосуточное 
освещение для стимуляции каротиногенеза (Masojídek et al., 2000; 
Соловченко, 2013). Рост численности клеток контролировали каждые 
трое суток путем подсчета в камере Горяева, биомассу определяли по 
накоплению сухой биомассы (Методы, 1975).  
Содержание фотосинтетических пигментов в биомассе определяли 
на 6-е, 12-е и 18-е сутки после внесения в культуральную среду 
различных концентраций NaCl. Биомассу отделяли от питательной 
среды, отмывали дистиллированной водой от остатков солей и 
концентрировали, центрифугируя в течение 20 мин при 3000 об/мин. 
Для анализа фотосинтетических пигментов биомассу фиксировали в 
жидком азоте и хранили при температуре -40 оС. Фотосинтетические 
пигменты экстрагировали ацетоном и определяли по методу, 
описанному в литературе (Wellburn, 1994). Экстинкцию растворов 
измеряли на спектрофотометре Shimadzu UV-1800 (Япония). Опыты 
проводили в двухкратной биологической и трехкратной аналитической 
повторностях. Полученные результаты статистически обрабатывали в 
программе Excel стандартного пакета Microsoft Office 2013. 
Достоверность различий оценивали по t-критерию Стьюдента, 
используя 5%-ный уровень значимости (р ≤ 0,05). На рисунках и в 
таблице представлены средние арифметические и их стандартные 
отклонения. 
Романенко Е.А. и др. 
 
234 
Результаты и обсуждение 
Используемый в работе штамм IBASU-A 251 в 2011 г. был отнесен к 
перспективным продуцентам биомассы (Царенко и др., 2011). Он 
характеризуется устойчивостью к контаминации другими видами и 
способностью к накоплению липидов (Царенко, Борисова, 2014). Для 
определения воздействия экзогенного хлорида натрия на аккумуляцию 
и спектр фотосинтетических пигментов применяли метод двух-
стадийной накопительной культуры (Kobayashi et al., 1991). 
Первоначально культивирование осуществляли при максимально 
благоприятных для деления клеток и накопления биомассы условиях, 
после чего в культуральную среду вносили хлорид натрия различной 
концентрации. При полном минеральном обеспечении переход в 
стационарную фазу у штамма IBASU-A 251 наблюдался на 28–32-е 
сутки. Продолжительность первого этапа составила 14 сут и 
соответствовала стадии активного роста, тогда как второй этап 
пребывания культуры в условиях солевого стресса длился 18 сут и был 
использован в данном исследовании.  
Внесение NaCl в культуральную среду на стадии активного роста 
биомассы A. dimorphus существенно влияло на дальнейшее развитие 
микроводоросли. Замедление роста численности клеток водоросли было 
прямо пропорционально концентрации хлорида натрия в среде 
культивирования (см. рис. 1). На 12-е сутки культивирования при 
концентрации NaCl 0,25% в среде отмечено прекращение роста 
численности клеток микроводоросли и переход альгологической 
культуры на стационарный уровень. При концентрации NaCl 0,5–1,5% 
резкое замедление роста численности клеток микроводоросли 
наблюдалось на 3-и сутки. Рост A. dimorphus возобновлялся на 6-е сутки 
при концентрации NaCl 0,5 и 0,75%. Вероятно, в этот временной 
промежуток формируются адаптивные процессы в клетках микро-
водоросли, в результате чего продолжается рост альгокультуры. На 15-е 
сутки при концентрации NaCl 0,5 и 0,75% наступал переход в 
стационарную фазу роста. Наибольшее замедление роста наблюдалось 
при концентрации NaCl 1 и 1,5%. После 9 суток солевого стресса 
наблюдался переход этих альгокультур в стационарную фазу роста (см. 
рис. 1). Мы установили, что в контрольных условиях на 15-е сутки с 
начала второй стадии культивирования прирост количества клеток в 
альгокультуре уменьшался, что обусловлено истощением питательной 
среды и накоплением в ней метаболитов водоросли. Данный этап 
соответствовал началу стационарной фазы развития. Замедление роста 
численности клеток совпадало со снижением скорости накопления 
биомассы микроводоросли, при этом биомасса сухого вещества была 
обратно пропорциональна концентрации NaCl (см. рис. 2). 
Полученные нами данные согласуются с результатами других 
исследователей о влиянии засоленности на рост пресноводных 
таксономически близких A. dimorphus водорослей A. obliquus и 
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Scenedesmus almeriensis Cerуn & Campos (Sánchez et al., 2008; 
Kaewkannetra et al., 2012). Показано, что при концентрации 0,5% NaCl в 
культуральной среде продолжалось увеличение биомассы S. almeriensis, 
тогда как при концентрации 3% NaCl рост замедлялся более чем в два 
раза (Sánchez et al., 2008).  
 
 
Рис. 1. Влияние хлорида натрия на рост альгокультуры Acutodesmus dimorphus 
 
Рис. 2. Влияние хлорида натрия на накопление биомассы Acutodesmus dimorphus 
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Рис. 3. Содержание фотосинтетических пигментов (а — хлорофилл а; б — 
хлорофилл b; в — каротиноиды) в альгокультуре Acutodesmus dimorphus под 
воздействием NaCl различной концентрации 
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Установлено, что концентрация NaCl 0,05 М в культуральной среде 
практически не влияла на темпы роста A. obliquus, тогда как при 0,3 М 
интенсивность роста культуры уменьшалась более чем в 2 раза, а при 
концентрации 0,6—3,0 М он прекращался (Kaewkannetra et al., 2012). 
Ингибирование роста и уменьшение биомассы под воздействием 
солевого стресса было отмечено у некоторых синезеленых и зеленых 
водорослей: Arthrospira fusiformis (Rafiqul et al., 2003), Chlorella zofingiensis 
(Del Campo et al., 2004) и Chlorococcum sp. (Masojídek et al., 2000). 
Показателем реакции фотосинтетического аппарата на воздействие 
неблагоприятных факторов является содержание и соотношение 
фотосинтетических пигментов (хлорофиллов а, b и каротиноидов)  
(Fu, Bell, 2003; Sudhir, Murthy, 2004; Vonshak, Torzillo, 2004; Babenko et 
al., 2014; Haubner et al., 2014; Liang et al., 2014).  
Проведенные нами исследования показали, что при возрастании 
концентрации NaCl показатели содержания хлорофиллов а и b в 
каждом опыте были ниже контрольных (см. рис. 3, а, б), при этом 
содержание каротиноидов увеличивалось на 12-е сутки эксперимента 
(см. рис. 3, в). В контроле наблюдалось постепенное накопление 
хлорофиллов a и b на всех этапах проведения опыта (см. рис. 3, а, б), 
тогда как общее количество каротиноидов практически не возрастало до 
конца эксперимента (см. рис. 3, в). 
Первое определение содержания фотосинтетических пигментов 
было проведено на 6-е сутки после внесения NaCl в среду 
культивирования. С повышением концентрации NaCl в среде 
уменьшалось количество хлорофиллов a и b и каротиноидов (см. рис. 3, 
а, б, в). При концентрации NaCl 0,75—1,5% содержание хлорофилла а 
уменьшалось более чем в 2 раза (см. рис. 3, а), хлорофилла b — в 1,7–1,5 
раза (см. рис. 3, б), каротиноидов — в 1,9–2,3 раза (см. рис. 3, в). При 
этом альгокультура приобретала бледно-зеленую окраску, тогда как при 
концентрации соли 0,25 и 0,5% цвет культивируемой микроводоросли 
не отличался от контроля. 
На 12-е сутки стрессового воздействия тенденция к уменьшению 
количества хлорофилла а сохранялась во всех опытах (см. рис. 3, а). 
Содержание хлорофилла b было незначительно ниже контроля при 
концентрации NaCl 0,25; 1 и 1,5%, а увеличение его отмечено при 0,5 и 
0,75%-ной концентрации хлорида натрия (см. рис. 3, б). При 
сопоставлении полученных данных с параметрами роста видно, что 
увеличение содержания хлорофилла b наблюдалось при переходе 
культуры в стационарную фазу роста (см. рис. 1). При концентрации 
хлорида натрия 0,25—0,75% количество каротиноидов увеличивалось в 
1,3–1,4 раза, тогда как при содержании NaCl 1 и 1,5% оно было ниже 
контроля (см. рис. 3, в). Полученные данные позволяют предположить, 
что между 6-ми и 12-ми сутками клетки A. dimorphus, подвергшиеся 
влиянию низких концентраций NaCl, адаптируются к действию 
стрессора, что отчасти происходит благодаря увеличению количества 
каротиноидов, которые, как известно, выполняют функции защиты 
Романенко Е.А. и др. 
 
238 
клеток от фотоокисления (Vonshak, Torzillo, 2004). При увеличении 
концентрации соли в среде (1–1,5%) клетки водоросли хуже 
справляются с воздействием стрессора, что, вероятно, связано с 
переизбытком ионов Na+ и Cl- в хлоропластах, в результате чего 
фотосинтез ингибируется сильнее (Sudhir, Murthy, 2004). 
На 18-е сутки культивирования A. dimorphus в условиях солевого 
стресса наблюдалось увеличение количества хлорофиллов a и b по 
сравнению с 12-и сутками (см. рис. 3, а, б). Содержание каротиноидов 
возросло в 1,2–1,6 раза, а при концентрации хлорида натрия 0,75% 
количество каротиноидов увеличилось вдвое и достигло максимума (см. 
рис. 3, в). На этом этапе культивирования альгокультура приобретала 
окраску от буро-зеленой и бурой при концентрации NaCl 0,25 и 0,5% до 
желто-оранжевой при 0,75% и янтарно-оранжевой при 1 и 1,5% хлорида 
натрия в культуральной среде. Такое изменение цвета культивируемой 
водоросли обусловлено деградацией хлорофиллов и возрастанием 
содержания каротиноидов. 
Отмеченные изменения в содержании фотосинтетических пиг-
ментов зависели от концентрации NaCl в среде и продолжительности 
солевого стресса (см. таблицу). Так, с увеличением концентрации NaCl 
показатели соотношения хлорофиллов а/b, а также общего количества 
хлорофиллов а + b уменьшались на каждом временном этапе опыта (см. 
таблицу), что косвенно свидетельствует о снижении фотохимической 
активности клеток микроводоросли в зависимости от увеличения 
концентрации соли. Acutodesmus dimorphus IBASU-A 251 рас-
сматривается как галофоб (Борисова и др., 2014), однако штамм 
способен к росту и накоплению биомассы в условиях низкой 
концентраций NaCl (0,25–0,75%) (см. рис. 1, 2).  
 
Влияние хлорида натрия на соотношение фотосинтетических пигментов в  
культуре Acutodesmus dimorphus    
Продолжительность солевого стресса, сут 
6 12 18 6 12 18 6 12 18 Концентрация 
NaCl, % хлорофилл a /b хлорофилл a + b, мг/г сырого вещества 
хлорофилл 
a + b/каротиноиды 
Контроль 2,16 2,3 1,87 0,47±0,01 0,59±0,06 0,80±0,06 2,03 2,35 2,82 
0,25 1,92 1,85 1,76 0,35±0,02 0,44±0,04 0,66±0,04 2,02 1,86 1,82 
0,5 1,73 1,72 1,66 0,36±0,02 0,49±0,03 0,58±0,04 1,92 1,46 1,33 
0,75 1,73 1,52 1,49 0,24±0,03 0,46±0,02 0,57±0,03 1,97 1,54 1,17 
1 1,61 1,48 1,32 0,25±0,02 0,45±0,04 0,54±0,02 2,07 1,73 1,25 
1,5 1,54 1,36 1,22 0,25±0,03 0,33±0,03 0,35±0,02 2,11 1,64 1,23 
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Прекращение роста и снижение темпов образования биомассы 
совпадало с существенным уменьшением общего количества 
хлорофиллов а + b, которое наблюдалось при увеличении концентрации 
NaCl в среде до 1,5% (см. таблицу). В то же время концентрации NaCl 
0,25—1,5% способствовали увеличению общего содержания 
каротиноидов, при этом величина соотношения хлорофилла 
a + b/каротиноиды уменьшалась. Наибольшее содержание 
каротиноидов (0,487 мг/г сырой биомассы) зафиксировано нами на 18-е 
сутки воздействия солевого стресса при концентрации 0,75% NaCl в 
среде. Хлорид натрия в концентрации 0,25; 0,5; 1 и 1,5% также 
стимулировал накопление каротиноидов, но в меньшей степени. 
Влияние NaCl на синтез каротиноидов отмечено у ряда микро-
водорослей. Установлено, что при 30%-ной концентрации NaCl, 
дефиците азота и избыточном освещении происходит существенное 
накопление ß-каротина в клетках водоросли Dunaliella salina Teod. (El 
Baz et al., 2002). У Haematococcus pluvialis накоплению каротиноидов, 
главным образом астаксантина, способствовало внесение в среду 2% 
NaCl (Boussiba et al., 1992). Увеличение общего содержания 
каротиноидов отмечено у Chlorella zofingiensis при внесении в 
культуральную среду 0,2 М NaCl, при этом основным каротиноидом 
был астаксантин. Увеличение концентрации NaCl в среде до 0,4 М 
ингибировало рост и приводило к уменьшению количества 
фотосинтетических пигментов (Del Campo et al., 2004). В условиях 
высокой инсоляции и присутствии 2% NaCl в среде содержание 
астаксантина у Ch. zofingiensis возрастало вдвое по сравнению с 
кантаксантином, тогда как при низком освещении и той же 
концентрации соли содержание этих двух каротиноидов было иным: 
кантаксантина синтезировалось в 8 раз больше, чем астаксантина (Pelah 
et al., 2004). Дефицит азота, повышенная соленость (0,3 М NaCl) и 
избыток света ингибировали фотосинтетическую активность у 
Chlorococcum sp., одновременно стимулируя накопление каротиноидов. 
В первые сутки стресса в клетках Chlorococcum sp. накапливался лютеин, 
тогда как на 3-и и 4-е сутки увеличивалось содержание кантаксантина и 
астаксантина, а уровень лютеина существенно снижался (Masojídek et 
al., 2000). Добавление в среду культивирования 0,1% NaCl 
способствовало аккумуляции лютеина в клетках Botryococcus braunii, 
тогда как содержание других каротиноидов (астаксантина, 
виолаксантина, зеаксантина, ß-каротина) было незначительным (Ranga 
Rao et al., 2010). Внесение в среду культивирования Scenedesmus sp. 2% 
NaCl в сочетании с отходами производства лимонной кислоты 
приводило к полной деградации хлорофиллов и аккумуляции 
каротиноидов (El-Sayed, 2010). 
Выводы 
Внесение в среду культивирования Acutodesmus dimorphus IBASU-A 251 
хлорида натрия в фазу активного роста и накопления биомассы 
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оказывало ингибирующее действие на рост и вызывало деградацию 
хлорофиллов a и b. С увеличением концентрации соли и продол-
жительности культивирования наблюдалось постепенное увеличение 
содержания каротиноидов. На 18-е сутки культивирования при всех 
исследованных концентрациях соли зафиксирован рост количества 
каротиноидов. Максимальный уровень каротиноидов наблюдался в 
присутствии 0,75%-ного NaCl в среде культивирования.  
Полученные результаты позволяют рассматривать Acutodesmus 
dimorphus IBASU-A 251 как активный продуцент каротиноидов, 
перспективный для последующих исследований гиперсинтеза отдельных 
классов каротиноидов. 
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SALT STRESS EFFECTS ON GROWTH AND PHOTOSYNTHETIC PIGMENTS’ 
CONTENT IN ALGOCULTURE OF ACUTODESMUS DIMORPHUS (CHLOROPHYTA)  
In this work we analyzed the effect of salt stress on cell number growth, biomass 
accumulation, and photosynthetic pigment content in algoculture of freshwater green alga 
Acutodesmus dimorphus (Turpin) P.M. Tsarenko. It was shown that the introduction of 
sodium chloride to a culture medium retards microalga growth and diminishes the quantity 
of chlorophylls a and b. Increases in salt concentrations and the duration of cultivation 
caused an increase in the amount of carotenoids. An increase in the carotenoid amount was 
observed on day 18 of cultivation for all applied salt concentrations, and maximum values 
were identified at 0.75% of NaCl in the culture medium.  
K e y  w o r d s :  Acutodesmus dimorphus, salt stress, chlorophyll a, chlorophyll b, carotenoids 
 
